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論 文 内 容 要 旨
チモシー斑点病(Purplesp・t)は 不完全菌類の一種 ασ403ρ07伽吻 鉾1吻(C.T.Greg・ry)
deVriesnov.sp.の 寄生に起因する。北海道で発生が多 く,特 に冷涼,多 湿および寡照な気象条
件 となりやすい道東部や北部地方で多発する。本病はチモシーの全生育期間を通 じて発生 し,収 量
や飼料価値を著 しく低下させている。このため本病は早急に防除法の確立が望まれている病害の一
っである。牧草や飼料作物の場合,他 の作物 と異なり,薬 剤による防除は経済的に,ま た家畜への





に,病 原菌の生理的諸性質の解明,抵 抗性検定法の確立,病 原菌の侵害に対する宿主の抵抗反応,
本菌の産生する毒素 とその作用および本病の抵抗性に影響するがまの穂病菌の感染などについて検
討 した。すなわち,本 病原菌の病原学的諸性質 とチモシーにおける発病機構の解明を目的とした。
1.1本 菌 の 生 理 的 諸'性 質 ・
本菌の菌糸生育と培養温度との関係はいずれの菌株でも20℃で最 も生育がよく,30℃ ではほとん
ど生育が認め られなか った。一方,20℃ 以下の低温側で,菌 の生育は緩慢であるが,5℃ でも生育
した。胞子形成におよぼす温度の影響をみると,18～20℃ で最 も胞子形成数が多 く,次 いで15℃ で
あ った。28℃ 以上および2℃ 以下ではほとんど胞子形成はなかった。また,20。Cで 形成された胞子
はいずれの菌株でも,無 隔膜 と1隔 膜 をもつものが多 く,そ れらが全体め95%を 占めた。2個 以上
の隔膜をもつ胞子は少なかった。隔膜数が多 くなるにしたがって,胞 子は大型化 した。以上のよう
に,菌 糸の生育,分 生胞子の形成には,20℃ 前後の温度が最適であり,本 病の発病適温と一致 した。
25QC以 上では,-菌糸生育 ・胞子形成 ともに抑制 され,本 病の発生 も抑制された。
本菌の栄養要求性をみると,窒 素源ではNaNO3,KNO3な どの硝 酸窒素 がアンモニア態窒素で
菌糸生育が良好であった。ア ミノ酸のなかでは,ア ラニン,グ ルタ ミン酸およびアスパラギン酸は他
の もの に比べ生育が優った。炭素源としてはショ糖,フ ラク トース、デキス トリンなどで生育が





25品 種,系 統 を用 い.本 病 に対 す る抵 抗 性 の品 種 間差 を,圃 場 条 件 下 で 三 ケ年 間 に わ た り検 討 し
た 。 禿 病 は 年 次1とよ って 変 動 したが,Cham画Clim欲,Glasnevin,Mommersteeg'shay.pas纐re
な どの 品 種 で は 比 較 的発 病 が 多 く、Heidemij,セ ンボ ク,北 見 系 在 来 種 な どで 発 病 は少 な い 傾 向 に
く
あった。 しか し強度の抵抗性あるいは感受性の品種ぽ認められなかった。チモシーの出穂期および
草型と発病-程度との関係をみると,出 穂期が遅い(晩 生)品 種は,』早い(早 生)品 種に比べ,発 病
が多 くみ られた。 これらのことか ら本病の発生はチモシーの生育時期あるいは草型に左右 きれるも
のと考えられる。
肥料条件と発病との関係では,窒 素,リ ン酸,カ リ質肥料のうち,窒 素質肥料の減少により1チ モ
シーg生 育な非常に抑制 され斑点病は多発 した。リン酸およびカリ質1巴料の施肥量の差による影響はほ
とんど認あ られなか った。
稚苗期に抵抗性の判定が可能となれば,本 病 に対する抵抗性品種の育種 ・育成能率が著しく向上
する。そこで稚苗期に一定の発病を得るためあ接種条件や,菌 株 ごよる病原性の違いに?い て検討
した。その結果,稚 苗期の安定 し.た発病は,D胞 子懸濁液 て濃度4記6×10シ ㎡)を 植1勿体に水
滴が流失 しない程度に噴霧接種 し,温 度20℃,湿 度100%の 接種装置に48時間像ち,そ の後 ガラズ
室(18～23℃)に 移す,2)1日4～5回 噴霧器で植物体表面に散水し湿度を保っことにより,得
られる・ こρ方法による踵 間の騨 搬 脚 系吉果と圃場での自然発病の結果とはほぼ一致 し挙・
すなわち本法にょり,鉦 点病抵抗性の品種間差を稚苗期に判定することが可能となった。
皿.感 染 組 織 の 病 態 生 理 馳
本菌の宿主への侵入方法や病斑形成過程および菌の侵害に対する宿主の抵抗反応の解明を試みた。
チモシ」系統の中か ら,数 度の接種試験を繰り返 し,選 抜 した抵抗性および罹病性個体を供試した。
肉眼的に病斑形成が認め られなか ったものを抵抗性個体とし,多 数の病斑が形成 されたものを罹病1
性個体 とした。
本菌を葉身上に接種すると,接 種後12時 間で,90%以 上の胞子が発芽するが,宿 主への侵入は接
種36時 間以降に観察される。発芽管か ら伸長 した菌糸が直接侵入 した。侵入部位は気孔の孔辺細胞,
副細胞と表皮細胞の逢合部および機動細胞間の逢合部である。侵入するまでは抵抗性および罹病性
の差異は認められなかった。
宿主組織 に侵 入した菌糸 は先端が膨潤,肥 大する。その後,罹 病性個体において,菌 系は葉肉
細胞の細胞間隙を伸長し,そ れに伴って周辺細胞は崩壊されていく。その部位な接種5日 後には黄
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色のハローを もつ褐色の斑点となる。この時点で,侵 入菌糸は太さ,約2～4μmと なり,伸 展に
ともない周辺細胞の崩壊が進行す るが,維 管束や厚膜組織への侵入 はみ られなか った。 このために,
菌糸は葉脈に沿った縦方向へと伸長する。接種7日 後には灰白色の紡錘形斑点となり,そ の周囲は
赤紫色となる。
一方 抵抗性個体では侵入部位で膨潤,肥 大した菌糸はそのまま肥大 し.太 い菌糸(太 さ約5～
8μm)と な り,わ ずか に細胞 間隙を 伸長す る。接種6日 後では,侵 入菌糸は侵入部位よりも
2～3細 胞の間隙 を伸長するのみで,そ れ以上の伸長や周辺細胞の崩壊 もみられない。 この場合
発病 に好適な条件 下で も病斑形成はなかった。
以上のことか ら,宿 主の抵抗性の差異は本菌の宿主への侵入後の菌糸伸長の違いによるものであ
り,こ の抵抗反応をさらに組織化学的な手法により検討 した。
罹病性個体の黄色のハ ローをも?褐 色斑点では,菌 糸の侵入 した細胞は褐変、崩壊 しているが,
まだ菌が侵入 してない周辺細胞の細胞壁 と細胞質は榿黄色を呈 し,細 胞質がゲル化 している。この
部分はジアゾ試薬 と反応して榿黄色 となり,ミ ロン試薬に陰性であった。また,灰 白色の斑点では,
菌糸は褐変,あ るいは崩壊 した細胞部分で止まっているが,そ の菌糸存在から5～6細 胞までの細
胞質はゲル化 している。これらの菌糸の存在 しない細胞質 もジアゾ試薬に陽性である。ジアゾ試薬
に陽性部分はポ リフェノールの集積を示 してお り,フ ロログルシン塩酸で黄色,ニ トロソ反応で赤
色を呈することか ら,ク ロロゲγ酸が存布 していることがわか った。
抵抗性個体では,本 菌が宿主へ侵入後,菌 糸の周辺細胞は罹病性個体で観察された褐変や細胞質
のゲル化は認められなか った。 また,菌 糸周辺細胞は ジアソ試薬や ミロン試薬に対しても陰性であっ
た。罹病性個体のように,抵 抗性個体では菌糸周辺にフェノール性物質の集積は起 こらなかった。
また,罹 病性や抵抗性飼体で,感 染組織周辺でのペクチンおよびセルロース質の変性や リグニン
層の形成は起 らなかった。
罹病性個体での,病 斑拡大阻止には菌糸周辺に集積するフェノール性物質が強 く関連 していた。
一方,抵 抗性個体で,菌 糸生育阻害にはフェノール性物質の関与は認め られず.そ れ以外の要因に
よることが判明した。
Mフ ェ ノ ー ル性 物 質 の本 菌 へ の影 響
ず
本病の菌糸進展抑制にフェノール性物質の関与が認められたので・本蓉に対するそれ らの物質の
影響についてさらに検討 した。 チモ7一 は本菌に感染すると全 フェノール含量が1.3～1.9倍 に増
加 した(第1表)・ そのな幡 ・7ギ ㍗ 累,マ・叫3ん1・5筒 ・堵加 した・… 一・レ舗 は抵
抗 性,罹 病 性 系 統 間 で 差 は な か っ た 。o一 ジ フ ェ ノ ー ル の 種 類 も健 全 葉.罹 病 葉 で 差 は な
煽謬4 一
第1表 抵 抗性程度 の異な るチモ シー系統の フェノール含量
全 フ ェ ノ ー ル 孫 0一 ジ フ ェ ノこ ル 曇





























静 ㎎/3新 鮮 重(ク ロロ ゲ ン酸 に換 算)
く,0一 ジフェノールの75%は クロロゲン酸であった。また,フ ェノール酸化酵素の活性を調べたと
ころ,o一 ジフェノール酸化酵素の活性は認められなかったが,罹 病葉のパーオキシダーゼ活性は健全
葉に比べ高か った。両酵素の活性は本菌の培養濾液および菌体中には認められなかった。以上のこ
とか ら,本 菌の感染によってフェンール性物質が増加し,さ らに宿主由来のパーオキシダーゼ活性
が増加 し,フ ェノール性物質は酸化され生 じたキノン化合物が菌の生育を阻害するものと考えられ
る。
チモシーに含まれている0一 ジフェノールの主体をなすクロロゲン酸の本菌に対する影響を調べ
　 ヨ 　 　
た。クロロゲン酸は5×10Mの 濃度で胞子発芽を,5×10Mで は菌糸生育を阻害 した。また,
培地中にクロロゲン酸を添加 して本菌を培養すると,培 養時間 とともに培地中のクロロゲン酸は
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(最 初Czapek-Dox培 地 に3×10・Mと な るよ う に
ク ロ ロゲ ン酸 を添 加 し,胞 子 懸 濁 液 を 加 え て接 種 す る)
V.本 菌 の 産 生 す る 毒 素 と そ の 役 割
本 菌 は チ モ シー の み に 寄生 し,初 期 病 斑 は黄 色 の ハ ロー を もつ 褐 色 斑 点 とな る こ とか ら,毒 素 の
産 生 が 示 唆 さ れ た。 そ の た め,培 養 濾 液 か ら毒素 の抽 出 を 試 み た と こ ろ,エ チ ル エ ー テ ル抽 出部 に
胞 子 懸 濁 液 を 処理 した場 合 と同様 の 壊 死 斑 を 形 成 す る物 質 の存 在 が 確 認 で き た。 こ れ を毒 素 の本 体
と考 え,精 製 と単 離 を行 な った。 エ ー テ ル画 分 を ポ リア ミ ドカ ラム を 用 い て 精 製 し,赤 色 物 質 を得
た。 こ の赤 色 物 質 は 種 々 の 機器 分 析 の デ ー タか ら,1,ユ2一 ビス ー 〔2一 ハ イ ドロキ シプ ロ ピル 〕
一2
,6,7,n一 テ トラ メ トキ シ ー4,9一 ジ ハ イ ドロキ シペ リ レ ンー3,10一 キ ノ ンで あ る こ
とが わ か った。(第2図)。 この 物 質 は これ ま で未 報 告 の新 化 合 物 で フレイ クローム(phleichrome)
と命 名 した。 この フ レイ ク ロ ー ム は培 養 濾 液 の他 に,菌 体 内 に も認 め られ た。10-4M以 上 の濃 度 で

















第2図 フ レイ ク ロー ムの 構 造




するが,毒 素産生量 は10日か ら15日目に最大となり,
抵抗性を異にするチモシー栄養系について フレイクロームを作用させると,抵 抗性と罹病性との
間に明瞭な反応性の差は認められなか った(第2表)。
















暗 黒 条 件 下 で は 培 養 日 数 の 増 加 に 伴 い,
菌 体 重 は 培 養 日 数 と と も に 増 加
そ の 後 減 少 した 。
光照射区 暗黒区







































































十 一 一ト ー
管 フ レイ クh一 ム濃 度2×1〔r3M(20℃ ,処 理4日 緩)
十… 壊 死 斑形 成 ～ … 効 果 な し
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また,オ ー チ ャー ドグ ラ ス,メ ドゥ フェ ス ク,卜 一 ル フ ェ スク お よ びペ レニ アル ライ グ ラスの 葉 身
に作 用 さ せ る と,チ モ シー葉 身 上 に形 成 す る もの と類 似 の 壊 死 斑 を 形 成 した。 す なわ ち,フ レイ ク
ロー ムは 宿 主 特 異 的 毒 素 で は な く,病 斑 形成 に関 与 す る非 特異 的 な 毒 素 で あ る。
ペ リ レ ン環 を もっ 化 合 物 は光 感 作 用 を 示 す ことが 知 られ て お り,フ レイ ク ロ ー ム もこ の化 合 物 に
属 す こと か ら,チ モ シ ー葉 上 に存 在 して い る細 菌,糸 状 菌 を 用 いて,光 感 作 用 の有 無 にっ いて 検 討
した。 そ の結 果,フ レイ ク ロー ム は紫 外 部 の 波長 域(226,274。m)で 細 菌 に,タ ン グス テ ン光 源
下 で 糸状 菌 に光 感 作 用 を 示 した(第3表)。 したが って 本 菌 は宿 主 内 に 侵 入 す る以 前,葉 上 で 胞 子 が
発 芽 し,そ の 際 フ レイ ク ロ ー ムを産 生 しその 光 感 作 用 に よ って 他 の 微 生 物 を 抑 え て,定 着,侵 入 を
容 易 に して い る と考 え られ る。
また,フ レイ ク ロー ムを チ モ シー葉 に 処理 す る と,細 胞 は 褐 変 した 。 こ の部 位 は ジ ア ゾ試薬 に 陽
性 で あ り,フ ェ ノ ー ル性 物 質 の集 積 を示 して い る。 す な わ ち組 織 内 に侵 入 した本 菌 は,フ レイ クロー




光照射区 暗 黒 区






























VI.本 病 抵 抗 性 に 影 響 す るが ま の 穂 病 菌 の 感 染
近年,チ モシーがまの穂病の発生は北海道で増加の傾向にある。一方,長 期間保存の斑点病罹病
性チモシーの抵抗性化・ちういは,が まの穂病発病個体が斑点病に抵抗性となることが認められた。




菌の分離を行ない。E.砂 ρ厩紹 が分離されるものを感染苗,分 離されない ものを健 全苗 として
第4表 斑点病発生の有無 とがまの穂病菌の分離斑度




























(分母:供 試個体数 分子:が まの穂病菌分離個体数)
それぞれの苗に斑点病菌を接種した。健全苗では接種3日 後に初期病斑を形成 したが,感 染苗では
噴霧接種およびパ ンチ接種によっても病斑は形成 されなかった。感染苗の葉身上における斑点病菌
の胞子は発芽が阻害され,発 芽 しても発芽管は健全葉のものに比べ,太 く,短 か くなり宿主へ侵入
はできなか った。また,供 試苗は一株か ら作出したものであるために,斑 点病 に罹病性であっ,たも
のが,が まの穂菌に感染すると抵抗性となった。すなわち,が まの穂病菌の感染によって誘導抵抗
性が誘導された。 このチモシーを刈り取り後,再 生 した苗からもE.砂 勧吻 が分離され,誘 導抵
抗性は持続 された。がまの穂病菌感染株上での斑点病菌の胞子発芽は阻害される。そこでがまの穂
病菌の培養濾液から胞子発芽阻害物質の単離を試みた。培養濾液は,80倍 に希釈 しても活性が認め
られた。 この活性は100℃,5分 間の熱処理で もほとんど変化しなかった(第5表)。 培養濾液の
エーテル抽出部および酢酸エチル抽出部には活性は認められなかった。 この胞子発芽阻害物質は有






























































認め られないが,選 抜の結果,早 生品種が晩生品種よりも,草 型が立性の ものがほふ く性の品種よ
りも抵抗的であった。抵抗性品種と罹病性品種では菌糸侵入までの過程に差はな く,抵 抗性品種で
は侵入後の菌糸は膨潤,肥 大 したままで進展が抑制 された。罹病性品種では侵入菌糸は進展 し続け











よく一致することを明らかにした。品種では晩生が早生 よりも,立 性のものカミ,ほふ く性のもの
より抵抗的である。肥料条件では窒素分の減少は発病を増加させるが,燐 酸および加里はほとん
ど影響 しない。接種条件すなわち接種胞子濃度,湿 度および温度を選定することによ り稚苗期に
おける抵抗性検定を可能 とし,抵 抗性品種の育種能率を高めた。
本病菌の組織への侵入部位は,気 孔孔辺細胞副細胞と表皮細胞の逢合部および機動細胞間の逢




泌する毒素を分離,精 製し新規物質1,12一 ビスー 〔2一 ・・イ ドロキシプロピル〕一2,6,
7,11一 テ トラメ トキシー4,9一 ジハイ ドロキシペ リレシー3,10一 キノンを同定 し,フ レイ
クローム(Phleichrome)と 命名 した。本物質は菌体中にも存在 し10-4M以 上の濃度でチモシー一に
病班状の斑点を誘導する。本物質はチモシー以外の植物にも壊死を誘導する非特異的毒素である。
さらにチモシーががまの穂病菌に感染すると抵抗性となる原因としてrが まの穂病菌の分泌する
斑点病菌胞子発芽抑制物質のみならず,誘 導抵抗性が発現することを明らかに した。
以上のように著者はチモシー班点病の発病機構について,病 原菌の生理と感染植物の反応を克
明に検討 し,多 くの新知見を得た。よって本論文は農学博士の学位を与えるに充分であると判断
した。
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